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Vorrichtung und Messverfahren 



Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrichtung mit einer UV-Strahlungsquelle, optischen 
Elementen zur Fuhrung von UV-Anregungsstrahlung, ein Trennmedium einer Flachbettelek- 
trophorese. auf dem sich ungefarbte, getrennte Flecken elektrophoretiscli trennbarer Sub- 
stanzen befinden, optisclien Elementen zur FQhrung von UV-Fluoreszenzstrahlung, und ein- 
em UV-Detektor. Die Vorricfitung wird zur direkten Messung und zum Nachweis elektropho- 
retisch trennbarer Substanzen mittels natQrIicher Fluoreszenzstrahlung im UV-Bereich ver- 
wendet 



Zur Trennung elektriscli geladener IVlolekDIe nach Masse und/oder elektrisctier Ladung hat 
sich die Elektrophorese und besonders die Gelelektrophorese seit langem bewShrt. Die Me- 
thode wird zur qualitativen und quantitativen Analyse von pharmazeutischen Wirkstoffen und 
Pestiziden sowie deren Metaboliten, zur Trennung und Untersuchung von Aminosauren, 
Oligo- und Polypeptiden (Proteine), DNA, RNA, monomeren, oligomeren und polymeren 
Sachariden, und anderen biologischen Substanzen in Zellen und Korperflussigkeiten einge- 
setzt. In letzter Zeit hat besonders die Gelelektrophorese bei der Untersuchung von Zellen 
(Proteomics) an Bedeutung zugenommen. Neben der Gelelektrophorese in Kolonnen (Tis- 
seliusapparatur) fur einen praparativen Masstab ist die Kapiliargelelektrophorese zur Tren- 
nung von Mikromengen und die Flachbettelektrophorese mit verschiedenen flachenformigen 
Trennmedien auf anorganischer oder organischer Basis (Silicagele. Metalloxide, Papier, 
Zellulose. Agarosegele. Dextrangele, Poiymergele und besonders Polyacrylamidgele,) in 
horizontalen oder vertikalen Elektrophoreseapparaturen bekannt. Die elektrophoretische 
Trennung kann ensprechend verschiedener Trennmechanismen durchgefQhrt werden, zum 
Beispiel entsprechend des Verhatnisses von Grosse zu Ladung, der Verschiedenheit der 
isoelektrischen Punkte (isoelektrische Fokusierung) oder entsprechend der Grosse, wozu 
Gradientgele oder geladene SDS-Komplexe verwendet werden. Eine Kombination der iso- 
elektrischen Fokusierung und der SDS-PAGE Elektrophorese wird als 2-D Gelelektrophore- 
se bezeichnet, die sich besonders bei Zelluntersuchungen (Proteomics) durchgesetzt hat. 
Wird die Trennung auf flachen Tragern nur in einer Dimension ausgefuhrt, spricht man von 
1-D Flachbettelektrophorese. 



* I 
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Die Detektion von zu analysierenden Substanzen erfolgt vorteilhaft mit Hilfe spektroskopi- 
scher Methoden wie zum Beispiel Absorption Oder Fiuoreszenz, wobei die Aufhalime des 
Absoptionsspektrunis-Hdnd-das-Messen-bei-eharakteristischen-Wellenia 
zenzstrahlung QbliclienA/eise in der Kapillarelektrophorese [siehe zum Beispiel U. B. Soe- 
tebeer et al. In Journal of Chromatography B, 745 (2000), Seiten 271 bis 278] oder der FIQs- 
sigkeitchromatographie (HPLC) angewendet wird. Die in der Kapillargelelektrophorese ver- 
wendeten Gele sind flQssig (Austauschgele), und Messungen einer natQrIichen Fluoreszenz 
sind hier wie in der FlOssigkeitschromatographie kein Problem, da bezuglich Absorption und 
Hintergrundstrahlung der FIQssigkeiten kaum Stdrungen beobachtet werden. 

Bei der 1D- und 2D-Flachbettelektrophorese, bei der feste Trennmedien eingesetzt werden, 
ist die Bestimmung von nicht sichtbaren Substanzen durch Absorption mit der notwendig^n 
Empfindlichkeit bisher nicht moglich, da der Hintergrund der Trennmedien (TrSger und 
Puffersystem) im niedrigen UV-Bereich (190 bis 280 nm) zu hoch ist Auch mit sehr dunnen, 
UV-transparenten Gelen konnte dieses Problem nicht beseitigt werden. 

Es werden daher meist substanzspezifische Farbeverfahren verwendet, um nach der Tren- 
nung die Bereiche der Substanzen (Spots, Lanes) direkt oder Qber digitate Abbildungsver- 
fahren auf den FI3chen sichtbar zu machen und gegebenenfalls zur Quantlfizierung heran- 
zuziehen. Einen Oberbllck zu den verschiedenen Farbemethoden gibt L. R Williams in „Stai- 
ning nucleis acids and proteins in electrophoresis gels", Biotech. Histochem. (2001) 76(3), 
Seiten 127-132]. Schon vor einer fOr eine Substanz spezifischen Anfarbung mOssen die 
Proben im allgemeinen mit einem Fixiermittel am Gel fixiert werden, um ein "Ausbluten" 
wahrend der Anfarbreaktion in den Losungen zum Anfarben und Entfarben zu vermeiden, 
was bereits unenA/Qnschte Veranderungen hervorrufen kann. 

Bekannte Methoden zum Sichtbamiachen von Proteinen sind das Farben mit Amido black 
[C. M. Wilson. Anal. Biochem. 6. Seiten 263 bis 278 (1979)] Oder mit Comassie Blue 
Farbstoff [S. Fazekas de St. Groth et al., Biochim. Biophys. Acta 1, Seiten 377-391 (1963)]. 
bei denen aber die geringe Empfindlichkeit als besonderer Nachteil empfunden wird. Ein 
Vorteil ist aber die quantitative Reaktion der verschiedenen Polypeptide mit Farbstoffen. 

Eine in der Proteinanalyse genugend empfindliche Methode ist das Abscheiden und Binden 
von Silberionen an Proteine [B. R. Oakly et ah, Anal. Biochem. 105. Seiten 361-363 (1980)]. 
(Silverstaining), bei der jedoch der geringe dynamische Bereich und Starungen der weiteren 



Untersuchungen besonders ins Gewicht fallen. Eln welterer Nachteil dieser Anfdrbemethode 
1st. dass be! der Farbung eine DIskrimlnlerung zwischen verechiedenen Proteinen erfolgt, 
also einige Proteins stark und andere Proteine weniger stark anfarben. In unbekannten Pro- 
teinproben ist ein Abschatzen der relativen Menge bedehungswelse H§ufigkeit der verschie- 
denen Proteine nicht mSglich, was aber im Forschungsgeblet von Zelluntersuchungen (Pro- 
teomics) eine der Grundvoraussetzungen ist. 

D. Kazmin et al. schlagen in einer neueren Publikation vor [Analytical Biochemistry 301, 
Seiten 91 bis 96 (2002)]. Tryptophan enthaltende Proteine unter UV-Llcht mit Trichloressig- 
saure Oder Chlorofonn zu behandeln. und die Reglonen der getrennten Proteine in einem 
Polyacrylamidgel mittels der angeregten sichtbaren Fluoreszenzstrahlung (natDriiche Fluo- 
reszens des modiflderten Tryptophans) sichtbar zu machen. Ferner wird hier das Spektrum 
der nativen Fluoreszenz vom UV- in den sichtbaren Bereich verschoben. 

Eine weitere bekannte Methode ist das Anfarben mit im sichtbaren Bereich fluoreszierenden 
Farbstoffen nach der elektrophoretischen Trennung. Ein Vortell ist die hohe Linearitat der 
Abhangigkeit der gemessenen Intensitat von der Menge (dynamischer Bereich). Besonders 
nachteillg ist aber, dass die Behandlung mit Chemikalien zum Auswaschen niedermoleku- 
larer Substanzen fQhren kann. die nicht erfasst werden. Femer kann die Veranderung von 
Substanzen bei der Einwirkung der Chemikalien nicht ausgeschlossen und daher eine quan- 
titative Reaktion alter Substanzen einer Probe nicht gewahrleistet werden. 

Ahnliche oder gleiche Nachteile bestehen, wenn die Substanzen vor der Trennung mit Fluo- 
reszenzfarbstoffen angefarbt werden, wobei der Farbstoff kovalent gebunden wird. Dies ist 
ein gangiges Verfahren fOr die Analyse von Proteinen, da eine hochempfindliche, quanti- 
tative Detektion gewahrleistet wird. Der grosse Nachteil dieser Technik ist aber, das die 
Substanzen in den Analyseproben chemisch verandert werden (auch Masse sowie isoelek- 
trischer Punkt) und nur fOr spezifische Farbstoffe entwickelte spezielle Systeme zur Detek- 
tion venwendet werden konnen. Das Verfahren ist daher unwirtschaftllch. Ferner kann die 
Anwesenheit fluoreszierender Farbstoffe weitere Untersuchungen stdren. zum Beispiel mas- 
senspektrometrische Messungen. 

Farbemittel werden im allgemeinen vor einer massenspektrometrischen Messung. vor einer 
enzymatischen Verdauung oder vor dem Blotten wieder entfemt. was wiederum Verande- 
rungen der getrennten Substanzen verursachen kann. Glykolisierte Proteine sind in diesem 



Zusammenhang besonders empfindlich und kOnnen oft nicht erfasst werden. Die zusdtzli- 
chen Arbeitsschritte sind zudem zeitaufwendig und verursachen Chemikalienabfall, der 
entsorgt werden muss. Urn so bedlngte Unsicherheiten be i einer Messung zu^umgehen> 
werden hSufig zwei bis 4 Gelplatten, je 2 als Mess- und Referenzplatte venvendet, um aus 
den Referenzplatten die Substanzen fQr weltere iVIessungen zu isolieren. Dieser liolie Mate- 
rialverbrauch wird als besonderer Nachteii empfunden. 

H. Yamamoto et al. beschreiben in Analytical Biochemistry 191, Seiten 58-64 (1990) ein 
densitometrisches Verfahren zur bildhaften Darstellung nicht markierter, getrennter Substan- 
zen bei der 2-D Gelelektrophorese, bei dem die Absorptionsspektren der Substanzbereiche 
im UV-Bereich bis in den sichtbaren Bereich durch Selektion geeigneter Wellenlangen auf- 
genommen werden. Die Methode ist nicht ausreichend empfindlich und eignet sich be- 
sonders nicht fur die in neuerer Zeit entstandenen Anforderungen an die Untersuchung von 
Proteinen (Proteomics). 

Bislang ist noch Rein Verfahren zur direkten Bestimmung von elektrophoretisch trennbaren 
Substanzen mittels 1 D- oder 2D-Flachbettelektrophorese (abgekurzt als PAGE bei Venwen- 
dung von Polyacrylamidgelen) ohne Vorbehandlung und Modifikation der Substanzen be- 
kannt geworden, insbesondere bei der Bestimmung und dem Sichtbarmachen von Proteinen 
in Acrylamidgelen oder anderen Festgelen (die meist quervernetzt sind). Ein solches Ver- 
fahren ist ausserst wunschenswert, um die genannten Nachteiie, zum Beispiel geringe Em- 
pfmdlichkeit. Fixieren. Entfarben, Markieren, unterschiedliche Starke der Farbung fur ver- 
schiedene Substanzen (Proteine). Verandern der Substanzen (Proteine) durch kovalent ge- 
bundenen Farbstoff, zu vermeiden. 

Es wurde nun uberraschend gefunden, dass die direkte Messung und/oder bildhafte Darstel- 
lung bei der ID- oder 2D-Flachbettelektrophorese dann moglich ist. wenn man die Eigen- 
fluoreszenz im UV-Bereich von elektrophoretisch trennbaren Substanzen mit UV-Strahlung 
anregt und misst Der dynamische Bereich ist unerwartet hoch und es konnen auch glykoli- 
sierte Proteine mit der Messung direkt erfasst werden. Ferner ist die Messempfindlichkeit 
uberraschend hoch, so dass sogar ein Nachweis im Bereich von 1 bis 5 Nanogramm pro 
Bande ermoglicht wird. Die direkte Messung eignet sich daher besonders fur die Trennung 
geringer Substanzmengen, zum Beispiel Zellysate. 

Ein erster Gegenstand der Erfindung ist eine Vorrichtung mit den Komponenten: 
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a) einer UV-Quelle (1) fClr Anregungslicht im Wellenlangenberelch von 140 bis 320 nm; 

b) einem Trennmedium (2) von einer flachbettelektrophoretischen Trennung elektrisch ge- 
ladener Substanzen; 

c) im Trennmedium (2) verteilten Bereichen von getrennten und nicht marl<ierten Sub- 
stanzen, die bei Anregung mit besagter UV-Quelle (1) UV-Fluoreszenz im Wellenlang- 
enberelch von 150 bis 400 nm emittieren; 

d) einem UV-Detektor (3) fOr die UV-Fluoreszenzstrahlung; und 

e) optischen Oder optoelektronischen Komponenten fOr das Filtern, die FOhrung und/oder 
Verstarkung der Anregungs- und Fluoreszenzstrahlung. 

Bei der UV-Quelle (1) kann es sich um Laser oder UV-Lampen, zum Beispiel Quecksil- 
berdampflampen oder KrF-Lampen oder Laser zur Mehrphotonenanregung, handeln. Bei 
der VenA^endung von Lampen kann die gewQnschte Wellenange durch Vorschalten von opti- 
schen Filtern, Gittem oder anderen optischen Elementen eingestellt und zur Erzeugung ein- 
er ausreichenden Energiedichte mit Linsen fokussiert werden. Bei den Lasern kann es sich 
um kontinierliche oder gepulste Laser mit PulslSngen im Bereich von Femto- bis Millise- 
kunden handeln. UV-Laser sind haufig Frequenz vervlelfachte Laser, die Strahlung im sicht- 
baren Bereich generieren. Die Strahlung kann direkt, fokussiert oder als aufgeweiteter Strahl 
sowie durch Mehrfachbelichtung auf das Gel gerichtet werden. Die Leistungs- und Ener- 
giedichte wird so gewahit, dass ein messbares Fluoreszenzsignal erzeugt wird, ohne dabei 
die Substanzen nennenswert zu schadigen. Die Energiedichte kann zum Beispiel 0,1 bis 
3500, bevorzugt 1 bis 500, und besonders bevorzugt 1 bis 50 mJ/cm^ in einer Sekunde 
betragen. Besonders geeignet sind bei der Messung von Proteinen um 35 mW/cm^ in einer 
Sekunde. Solche UV-Lichtquellen sind kommerziell erhaltlich. Als besonders geeignet hat 
sich ein Laser der Fimna Spectra Physics (Modell Tsunami) enAnesen, der bei einer 
Wellenlange von 280 nm (Frequenz von 840 nm), 80 MHz und 100 Femtosekunden 
Pulsiange arbeitet, und eine Ausgangsleistung von 150 mW hat. 

Die Wellenlange des UV-Anregungslichts betrSgt bevorzugt 140 bis 320 und besonders be- 
vorzugt 220 bis 300 nm. 

Das Trennmedium (2) kann aus unterschiedlichen flachenformigen Materialien bestehen. 
Sie dQrfen im ven^/endeten Laufmittel nicht loslich und sie miissen dielektrisch sein. Es kann 
sich um anorganische Materialien handeln, zum Beispiel Metalloxide und Saize wie Stiikate. 
Einige Beispiele sind Alumlniumoxid, Titanoxid, Silicagele und Kieselgur. Weitere geignete 



Materiallen sind Paplere und Cellulose. Besonders geelgnete Materialien sind gegebenen- 
falls vemetzte, gelblldende Polymere, wie zum Beispiel Polyacrylamidgele. Agarosegele und 

-Dextcangele.. . . . _ .... 

Das Trennmedium kann zur Messung auf einem dielektrischen oder elektrisch leltenden 
Trager aufgebracht sein. zum Glas. Quarz oder Kunststoffen. Metalloxiden und Metallen. 
Besonders geeignet sind hierfOr Materialien, die UV-Strahlung reflektieren, zum Beispiel po- 
lierte Metallplatten oder mit Meteillen beschichtete Kunststoffplatten. 

Trennmedlen fClr die elektrophoretlsche Trennung sind vielfach bekannt. in der Literatur be- 
sclirieben und kommerzleil erhaitlich. Sie werden dalier hier nicht nSher beschrieben. Es sei 
aber enwahnt, dass fQr das wichtige Gebiet der Trennung von Protelnen iiauptsachllch Gele 
auf Basis von Polyacrylamiden eingesetzt werden. Die Trennmedlen weisen vorteilhaft eine 
geringe UV-Absorption und UV-Fluoreszenz auf, urn eine hohe Messempfindlichkelt erzielen 
zu kOnnen. 

Die Trennmedlen kSnnen zur Erzielung mbglichst planer Oberfiaclien und zum Schutz vor 
Austrocknung und Alterung mit einer Abdeckung versehen werden, die sowohl fQr das An- 
regungslicht ais aucii das Fluoreszenzlicht optisch transparent 1st, da die Bestrahiung auf 
das Gel gerichtet wird und die Messung der Fluoreszenzstrahlung vorteilhaft durrfi die Ab- 
deckung vorgenommen wird. FQr UV-Strahlung durchiassige Materialien sind bekannt. Es 
kann sich um Kunststoffe handein, die zweckmassig als Folien ausgebildet sind. Sehr gut 
eignet sich auch Quarzglas. 

Die Substanzen konnen im Gel in ein- oder zweidimenslonaler Richtung verteilt sein. Die 
Substanzen sind hicht chemlsch fQr eine Detektion modifiziert. Sie mOssen zur Emission von 
UV-Licht anregbar sein. Seiche Substanzen enthalten zum Beispiel aromatische oder hete- 
roaromatische Reste und/oder gegebenenfalls konjugierte ungesSttigte Kohlenstoff- oder 
Kohlenstoff-Heteroatom-Doppelbindungen oder Stickstoffmehrfachbindungen. Die Hetero- 
atome konnen ausgewahit sein aus der Gruppe O. N. S und P. Ferner enthalten die Sub- 
stanzen elektrisch geladene Gmppen, zum Beispiel saure Gmppen (zum Beispiel Carboxyl-, 
Phosphor- Oder Phosphons^ure-, Bor- oder Boronsaure-. und/oder Schwefel- oder Suifon- 
sauregruppen) und/oder basische Oniumgruppen (zum Beispiel Ammonlumgmppen). 
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Die Welleniange der Fluoreszenzstrahlung betr&gt bevorzugt von 150 bis 400 und beson- 
ders bevorzugt von 230 bis 400 nm. 

Das Messprinzip wird mit Protelnen als Substanz erlSutert. Proteine k5nnen die Amino- 
sauren Phenylalanin, Tryptophan und/oder Tyrosin enthalten, bei denen das Emissionsmaxi- 
mum bei Welleniangen von 282 nm, 303 nm. beziehungswelse 348 nm liegt. Der Extink- 
tlonskoeffezient ist im Welieniangenberelch von 200 bis 320 nm hoch und Proteine eignen 
sicfi dalier besonders fOr das erflndungsgemSsse Messprinzip. Viele organische Substan- 
zen mit den zuvor enwShnten Strukturelementen weisen ahnliclie Eigenschaften auf und 
sind einer Messung mit der erfindungsgemSssen Vorrichtung zuganglich, wie zum Beispiel 
aucli Genmaterial (DNA Oder RNA), die elektrophoretisch trennbar sind. 

Bei dem UV-Detektor (3) kann es sich um Pliotodetektoren zur iWessung der Fluoreszenz- 
intensitat liandeln, die vielfach kommerziell erhaitlicli sind. Geeignete Detektoren sind zum 
Beispiel Pliotomuliplier, Photodioden (Halbleiterdioden oder Halbleiterdiodenanordnungen 
beziehungsweise -arrays) und UV-empfindliclie CCD-Kameras. CCD-Kameras (elektroni- 
sche Kameras mit digitaler Bildaufeeiclinung und Wiedergabe) sind bevorzugt UV-empfind- 
liche CCD-Kameras werden zum Beispiel von der Finnria Andor (USA) angeboten. 

Bei der Komponente (d) kann es sicli um optische Filter zur Ausblendung unenwQnschter 
Hintergrund- und/oder Streustrahlung handein, die im Strahlengang zwischen der Platte (3) 
und dem UV-Detektor angeordnet werden. Optische Filter kdnnen auch venwendet werden, 
um die Welleniange des Anregungslichts einzustellen und von der UV-Lichtquelle ausge- 
hende unerwQnschte Strahlung auszublenden. Bei den Komponenten kann es auch um 
Spiegel, Prismen oder diffraktive Elemente zur Ablenkung oder dem Sammein von Anre- 
gungslicht handein. Femer sind Linsen- oder Linsensysteme zweckmSssig, mit denen Strah- 
lung gefuhrt oder fokussiert wird. Spharische Linsen konnen zur Aufweitung eines Laser- 
strahles eingesetzt werden. Zur Erh5hung der Empfindllchkeit kannen auch Lichtverstarker 
(Restlichtverstarker) eingesetzt werden. Zwischen UV-Lichtquelle und der Platte (3) konnen 
auch Abblendelemente angeordnet sein, die eine Bestrahlung in definierten Zeitintervallen 
eriauben. 

Figur 1 zeigt eine Ausfuhrungsform einer erfindungsgemassen Vorrichtung. Der Laserstrahl 
(4) eines UV-Lasers (1) wird durch eine Konvexlinse (5) aufgeweitet und auf eine Abde- 
ckung (6) des Trennmediums (2) gerichtet. Die Abdeckung schOtzt eine Schicht Acrylamid- 
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gel (7). die auf einer rostfreien und polierten Stahlplatte (8) aufgebracht ist Im Acrylamidgel 
befinden sich Qber die Flaclie verteilte Bereiclie getrennter Substanzen. die bei Bestrahlung 
yV-Rluoreszen2u(9-)-er2eugen.,Dje-Buoxeszenzstoahlung4^^^^^ . „ . 

(10) und (11), zwtsclien denen ein Bandpassfilter (12) zum Beispiel fur den Welleniangen-* 
bereicli 300-375 nm angeordnet ist, zu einem UV-Detel<tor (3) gefCihrt, zum Beispiei einer 
UV-ennpflndliclien CCD Kamera. 

Die erfindungsgemasse Anordnung eignet sicli liervorragend zur direi^ten Messung von 
Substanzen im Gel einer Platte fOr die ID- Oder 2D-Geleiel<tropliorese, oline dass die Sub- 
stanzen vor oder nacii der Trennung markiert warden mOssen. Die Methode bietet gegen- 
Dber benutzten Standardverfahren erhebliclie Vorteile: 

a) die Verwendung von Cliemikallen zur Messung/Sichtbarmacliung wird vollstdndig venmie- 
den; 

b) der Zeitaufwand fur die Messung wird eriieblich reduziert; 

c) die Veranderung von Substanzen durch die Modifil<ation mit Cliemil<alien und ein Auswa- 
sclien von Substanzen durch das l\/lodifil<ationsverfahren wird vollstdndig vermieden; 

d) die cliemische Nachbehandlung fOr weitere Untersuciiungen, zum Beispiel mittels Mas- 
senspektroskopie, wird vermieden; 

e) Vermeidung einer praparativen Trennung gegenuber Standardverfaliren, bei denen eine 
analylische und parallel eine prSparative Trennung durchgefQhrt werden, um unmodifizierte 
Substanzen fQr weitere Untersuciiungen bereitzustellen; 

f) Erfassung aller Substanzen einer zu trennenden iVIiscliung, bei Proteinmischungen zum 
Beispiel auch Glykoproteine; 

g) sehr hohe Empfmdiichkeit. vergleiclibar mit der Silbermarkierung, und zusatzlicli ein 
hoher dynamisciier Bereicli wie beim Markieren mit Farbstoffen und Fluoroplioren; 

h) Messung von niclit mit Farbstoffen/Fluoroplioren modifizierbaren Substanzen; 

i) keine signifikante Zersetzung von Proteinen durch UV-Bestrahlung bis mindestens 35 
mJ/cm^, was mittels Massenspektroskopie von bekannten Proteinen nachweisbar ist; 

j) keine zusatzliche Verwendung von Trennmedien ais Referenzmaterial. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Bestimmung von mittels 1D- 
oder 2D-Flachbettektrophorese getrennten Substanzen, bei dem getrennte Substanzen im 
Trennmedium fur elektrophoretische Trennungen mit einer Lichtquelle bestrahit werden, und 
emittiertes Fluoreszenzlicht mit einem Detektor gemessen wird. das dadurch gekennzeich- 
net ist, dass man (a) bei Einwirkung von UV-Licht im UV-Bereich Fluoreszenz emittierende 




Substanzen (b) im Trennmedium direkt mit UV-Llcht einer Wellenl§nge von 140 bis 320 nm 
bestrahit und (c) die UV-Fluoreszenz bei Welleniangen von 150 bis 400 nm mit einem UV- 
empfindlichen Detel<tor misst 

For das Verfahren gelten die zuvor fOr die Vomchtung beschriebenen AusfOhrungsfomien 
und Bevorzugungen. 

Die Erzeugung des digitalen Biides von der Probe l<ann auf verscliieden Arten erlblgen: 

1) Die gesamte Flache wird gleiclizeitig zur Fluoresiranz angeregt und eine digitale Kamera 
nimmt ein Bild vom gesamten Trennmedium auf. 

2) Die Probe wird Abschnittsweise vermessen und die einzelnen Elemente werden im 
Computer zu einem Gesamtbiid zusammengesetzt. Dabei l<ann ein Absclinitt beliebig 
l<lein sein (begrenzt durch den Laserfol<us von ca. 200 nm) oder beliebig grofl (wie 1). 
Ein Abschnitt l<ann wieder ein Bild sein (z.B. melirere Spots enthalten) oder nur ein 
Punl<t des spSteren Biides (Prinzip des Scanners). Je Itleiner der Abschnitt gewahit wird 
desto effelcOver lasst sich das Fluoreszenzliciit sammeln. Erii5hte Sammeleffizlenz ver- 
l<Qrzt die IVIesszeit. venringert potentielle UV-Schiden an den gemessenen Substanzen 
und verbessert die Empfindlichl<elt der Aparatur. Um die gesamte Probe nach den Scan- 
nerprinzip zu vermessen kann die a) Probe seibst bewegt werelen, b) der Detektor be- 
wegt werden. c) die Anregungsquelle bewegt werden.d) das Anregungs- und Emissions- 
iiclit umgelenkt werden, oder Kombinationen von a) - d) ven«^endet werden. Wird nur ein 
Punkt Oder eine Lin le angeregt, kann durch konfokale Detektion die Untergmndfluores- 
zenz (Z.B. der Abdeckung und/oder Probenhalteoing) stark reduziert werden. 

Die Probe oder Abschnitte der Probe kSnnen mehrfach vennessen werden, um eine bes- 
sere Nachweisgrenze zu erhalten. 

FQr das erfindungsgemasse Verfahren werden vorteilhaft UV-Laser venwendet. die Qber das 
Prinzip einer Frequenzvervielfachung fOr verschiedene WeiieniSngen kommerziell erhaltlich 
sind. Es kann sich um kontinuieriiche oder gepulste Laser handeln. Gepulste Laser sind be- 
sonders geeignet, wobei Laser mit unterschiedlichen Pulsiangen bekannt sind, die im Be- 
reich von Mikro- bis Femtosekunden liegen kSnnen. Kurze Puisiangen im Femtosekunden- 
bereich sind besonders vorteilhaft, da die angeregte Fluoreszenzstrahlung eine Lebens- 
dauer hat, die im wesentlichen zwischen den einzelnen Pulsen llegt, so dass nur wenig oder 
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keine Anregungsstrahlung auf den UV-Detektor fdllt. Die Anregungsstrahlung wird vorteilhaft 
In einem Winkel von kleiner als 90** zur Senkrechten der Platte (3) eingestrahit 



Die Messung kann In verschiedenen Varianten vorgenommen werden. Grundsatzllch kann 
das Anregungsllcht so aufgeweitet werden, dass das gesamte Trennmedium belichtet wird, 
was zum Belspiel nicht zu grosser Kantenldnge mdglich ist. Die Platte kann einmal oder 
mehmnals belichtet werden, urn eine ausreichende Fluoreszenzstrahlung fQr die Messung zu 
erzielen. 

Das Verfahren ist sehr variabeL Insbesondere konnen die Bedlngungen so eingestellt wer- 
den, dass photoempfindliche Substanzen geschont und eIne Zersetzung weitgehend unter- 
drQckt werden kann. Das Verfahren eignet sich auch fOr eIne Automatisierung, was fur eine 
industrielle Anwendung besonders wertvoll ist 

Wenn als UV-Detektor ein UV-Spektrometer verwendet wird, konnen die Substanzbereiche 
auch spektrometrisch zum Beispiel uber einen Wellenlangenbereich von 180 bis 400 nm be- 
stimmt werden. Auf diesem Wege konnen auch speziflsche Substanzen an Hand charakte- 
ristischer Welleniangen der Fluoreszenzstrahlung direkt auf dem Trennmedium, oder nach 
Bestimmung der getrennten Substanzbereiche mit UV-Detektoren, identifiziert werden. 

FQr die Entnahme der Substanzbereiche zu weiteren Untersuchungen muss beachtet wer- 
den, dass die Substanzen farblos, daher unslchtbar, und mit blossem Auge nicht erkennbar 
sind. EIne Moglichkeit zur Entnahme besteht in der Hersteilung eines transparenten 
Negativfilmes auf zum Beispiel Kunststoffolien, den man zur Indizierung der Substanzbe- 
reiche auf der Oberflache des Gels auflegen kann. Eine andere Moglichkeit besteht in der 
automatislerten Entnahme Qber ein geeignetes Rechenprogramm, das digitale Aufzelch- 
nungen auswertet und eine mechanische Vorrlchtung zur Probenentnahme steuert. 

Das erfindungsgemasse Verfahren kann in alien Bereichen angewendet werden, In denen 
Trennungen und Untersuchungen von Substanzen mittels Gelelektophorese vorgenommen 
werden. Ein wichtiger Bereich ist die blochemische Forschung zur Untersuchung von K6r- 
perflQssigkeiten, oder entsprechenden Extrakten und Konzentraten. Die Untersuchung von 
Proteinen splelt hier eine besonders grosse Rolle (Proteomics). Das Verfahren kann fur dia- 
gnostlsche Untersuchungen eingesetzt werden. be! denen das Vorhandensein von spezifl- 
schen Substanzen auf bestlmmte Krankheiten schliessen lasst. Ferner kann die Verteilung 



und der Abbau (Metabolismus) von pharmazeutischen Wirkstoffen und Pestiziden In KOrper- 
flQsslgkelten von Pflanzen und Tieren einschliessllch WarmblOtem mit dem erfindungsge- 
m§ssen Verfahren untersucht werden. Das Verfahren kann auch zur Qualltatskontrolle von 
Wirkstoffen dienen, und zur Qualitatskontrolle von Westem-Blots vor der Zugabe von Anti- 
korpern eingesetzt werden. Das Verfahren 1st sehr empfindlich und erlaubt die Messung von 
Mengen selbst bis zu 1 bis 5 Nanogramm. Es ist daiier besondere fOr die Untersuchung 
kleinster Substanzmengen geeignet 

Die naclifolgenden Beispiele erlSutem die Erfindung n§her. 

Beispiei 1: Trennung der Proteine eines Zellextraktes. 

Der experimentelle Aufbau entspricht dem in Figur 1 dargestellten Aufbau. Als UV-Licht- 
quelle wird ein UV-Laser der Firma Spectra Pliysics venwendet (Tsunami®, 840 nm. 80 MHz. 
100 fs Pulsiange, Frequenzverdreifachung zu 280 nm Anregungsiicht, Ausgangsleistung 
150 mW). Zwiscfien Konvexiinse (5) und dem Trennmedium (2) befindet sich eine Biende. 
mit der eine quadratisclie Bestrafilungsflache von 1 cm Kanteniange eingestellt wird. Die 
Energiedichte an der Oberflache des Trennmediums (2) betrSgt 40 mW/cm^ Die Belich- 
tungszeit betragt 1 Sekunde. Als UV-Detektor wird eine kSufliche UV-sensitive BCCD Kame- 
ra der Firma LaVision Biotec Deutscliland (QE>65%) eingesetzt. Die 1 cm^ grosse R§ch6 
wird Qber 2 UV-Linsen der Firma Nikon (105 mm, f = 4.5) abgebiidet und im Computer zu 
einem Gesamtbild zusammengesetzt. Zwischien den beiden Linsen befindet sicli ein UV- 
Bandpassfiiter fur den Welieniangenbereicfi von 300 bis 375 nm. FDr das gewaiilte Format 
von 8 X 7 cm (IVIini-Gel. nach Aufquellen in dreifacli destiiliertem Wasser etwa 20% grofier 
als bei der Trennung) werden insgesamt 56 Bilder aufgenommen. Hierzu wird das Trenn- 
medium manuell in einem Raster mit Abstand 1 cm in einem Positionierungstisch bewegt. 

Das Trennmedium (2) ist als 1 mm dicke Schicht eines kauflichen Polyacrylamidgels auf 
einer rostfreien Stahlplatte (8) aufgebracht. Das Polyacrylamidgel ist mit einer 1 mm dicken 
Quarzplatte (6) abgedeckt. 

Die Trennung mittels 2-D Gelelektrophorese wird nach Klose. J. Methods Mol Biol 1999, 
112. 147-172 als Kombination von Isoelektrischer Fokussieaing (lEF) mit TrSgerampholyten 
(erste Dimension) und SDS-PAGE (zweite Dimension) durchgefOhrt. 
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Die lEF wird in gelgefQIIten Glasstangen durchgefOhrt (Durchmesser 0,9 mm, 7 M Hamstoff, 
2 M Thioharnstoff. 3,5% Acrylamid, 0,3% Piperazindiacrylamide und eine Gesamtmenge 
-x/Qn^zip/^JTragAramphQlyLpH 2-11), Die Proteine stammen von Zelllysaten der Zell en EA.hv 
926 [ Edgell, C, J. S. Proc Natl Acad Scl USA 1983, 80, 3734-3737 ]. Es warden etwa 10 pg 
Protein an der anodischen Seite der lEF Gele von 7 Zentimeter LSnge aufgebracht und un- 
ter Bedingungen einer nicht im Gleichgewiclit pH Gradient Elektropliorese (non equilibrium 
pH gradient electrophoresis; NEPHGE) fQr Vh 1842 fokussiert. SDS-PAGE wird in 15% 
Acrylamid Gel mit den lEF Gelen als Stapelgel durchgefuhrt. Die GelgrdUe betr^gt 70x60x1 
Millimeter. 

Nach der Trennung werden die Proteine uber Nacht im Gel fixiert (10% Essigsaure, 50% 
Ethylalkohol und 40% dreifach destilliertes Wasser). Vor der Messung wird ein Gel fur 45 
min in 50ml dreifach destilliertem Wasser gewaschen (zur Reduktion der Hintergrundfluo- 
reszenz), auf die Stahlplatte gelegt und mit einem Quarzglasplatte abgedeckt. 

Mit der Kamera wird ein Bild der UV-Floureszenz aufgenommen; dunkie Spots entstehen 
durch Fehlfarbendarstellung in der Bildverarbeitung. Die Darsteliung dient dem besseren 
Vergleich mit der Standardmethode „Silberfarbung", bei der die getrennten Proteine als 
schwarze Flecken dargestellt werden. Das erhaltene Bild ist vergleichbar mit einer mittels 
Silberionen sichtbar gemachten Trennung. 

Beispiel 2 : Bestimmung der Empfindlichkeit 

Es wird die Anordnung gemass Beispiel 1 verwendet. Es werden ID-Gelplatten von 
Invitrogen (Karlsruhe. Deutschland. NOVEX 12 % Tris-Glycin Gel 12 oder 10 well 1mm 
Dicke Nr. EC60052 bzw. EC6005) (mit Proteinen unterschiedlichen Molekulargewichts 
beladen und getrennt (Lysozyme, (14.6 kDa, Huhn). Rinder Anhydrase (29 kDa ). GAPDH 
(Kaninchen, 36 kDa), BSA (Rinder. 66 kDa) und Phosphorylase (Kaninchen, 97,4 kDa). Die 
Proteine werden in gleichen Mengen gemischt und in SDS Puffer (NOVEX Tris-Glycine SDS 
denaturierender Proben Puffer LC2676) so verdunnt, dass nach Auftragen auf das Gel 500. 
250. 100, 50, 25, 10, 5 und 1 ng je Bande Qe Protein) vorliegen. Die Trennung erfolgt nach 
[Laemmli U.K.. 1970, Nature 227:680-685] Laufmittel Puffer: NOVEX Tris-Glycine SDS Run- 
ning Buffer LC2675), Einwandern der Probe bei konstant 50 V fur 10 Minuten, anschliefiend 
so lange (etwa 1,5 Stunden) laufen lassen (bei konst 145 V ), bis die Lauffront (Bromphe- 
nolblau. im Proben Puffer enthalten) das untere Ende der Gele erreicht hat 
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Nach der Trennung werden die Proteine im Gel wie in Beispiel 1 fixiert und vor der l\/lessung 
wird ein Gel fOr 45 Minuten in 50ml dreifach destilliertem Wasser gewaschen, auf die Stahl- 
platte gelegt und mit einem Quarzglasplatte abgedeckt 

Nach der Trennung werden die getrennten Bereiclie gemSss der DurchfQhrung in Beispiel 1, 
sowie nach den Verfahren der Silbermarkierung und Anfdrbung mit Comassie Blue sichtbar 
gemacht und verglichen. Die Empfindlichkeit gemass DurchfQhrung nach Beispiel 1 liegt bei 
1 bis 5 ng Nachweisgrenze, vergleichbar mit dem Verfahren der Silbermarkierung. Bei dem 
Verfahren mit Comassie Blue liegt die Nachweisgrenze bei 10 bis 50 ng. 
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PatentansprQche: 

--iTVorriehtung-mit-den-KompGnentenr 

a) einer UV-Quelle (1 ) fQr Anregungslicht im WellenlSngenberelch von 140 bis 320 nm; 

b) einem Trennmedlum (2) von einer flachbettelektrophcretischen Trennung elektrisch ge- 
ladener Substanzen; 

c) im Trennmedlum (2) verteilten Berelchen von getrennten und nicht markierten Sub- 
stanzen, die be! Anregung mlt besagter UV-Ouelle (1) UV-Fluoreszenz im WellenlSng- 
enbereich von 150 bis 400 nm emittieren; 

d) einem UV-Detektor (3) fur die UV-Fluoreszenzstrahlung; und 

e) optischen oder optoelektronisclien Komponenten zum Filtern, FQIiren und/oder VerstSr- 
ken der Anregungs- und Fluoreszenzstralilung, 

2. Vom'clitung gemass Anspructi 1, dadurcli gekennzeichnet, dass es sicli bei der UV- 
Quelle um einen Laser, UV-Lampen oder Laser zur Mehrphotonenanregung. 

3. Voniclitung gemass Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die UV-Quelle eine Ener- 
giedichte von 0,1 bis 3500 mJ pro cm^ aufweist, gemessen an der Oberfldche des 
Trennmediums. 

4. Vonichtung gemSss Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Wellenlange des 
Anregungslichts 140 bis 320 nm betragt. 

5. Vonichtung gemass Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Trenn- 
medlum um Metalloxide, Saize, Papiere, Cellulose oder vemetzte, gelbildende Polymere 
handelt. 

6. Vorrichtung gemass Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den gelbil- 
denden Polymeren um Polyacrylamide, Agarose oder Dextran handelt. 

7. Vorrichtung gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das Trennmedium auf 
einem Trager aufgebracht und gegebenenfalls mit einer UV-durchlassigen Abdeckung ver- 
sehen ist. 
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8. Vorrichtung gemSss Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Substanzen der 
Komponente c) aromatische oder heteroaromatische Reste und/oder gegebenenfalls kon- 
jugterte ungesSttigte Kohlenstoff* und/oder KohlenstofT-Heteroatom-Doppelbindungen 
und/oder Stickstoffmehrfachbindungen und elektrisch geladene Gruppen enthalten. 

9. Vorrichtung gemSss Ansprucli 8, dadurcli gekennzeiclinet, dass es sich bei den Sub- 
stanzen urn Proteine handelt. 

10. Vorriclitung gemSss Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dass die UV-Fluoreszenz 
150 bis 400 nm betragt 

11. Vonrichtung gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem UV- 
Detektor um eine CCD Kamera, einen Photomultiplier, eine Halbleiterdiode oder eine Halb- 
leiterdiodenanordnung handelt. 

12. Verfahren zur Bestimmung von mittels 1D- oder 2D-Flachbettektrophorese getrennten 
Substanzen, bei dem getrennte Substanzen im Trennmedium fur elektrophoretische Tren- 
nungen nnit einer Lichtquelle bestrahlt werden, und emittiertes Fluoreszenzlicht mit einem 
Detektor gemessen wird, dadurch gekennzeichnet, dass man (a) bei Einwirkung von UV- 
Licht im UV-Bereich Fluoreszenz emittierende Substanzen (b) im Trennmedium direkt mit 
UV-Licht einer Wellenlange von 150 bis 320 nm bestrahlt und (c) die UV-Fluoreszenz bei 
Wellenlangen von 1 50 bis 400 nm mit einem UV-empfmdIichen Detektor misst. 
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Zusammenfassunq 

MittelsJlD-odef^D=Elachbettelektrophorese-getFennte-SubstaiKen-kdnnen-direk^^ 
vorherige Marklerung bestlmmt werden, wenn man deren Eigenfluoreszenz Im UV-Berelch 
mit einem UV-Detektor misst, die durch Bestrahlung mit UV-Licht im Wellenlangenbereich 
140 bis 320 nm angeregt wird. 



BcemplalFe Invariable 
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